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A talalmany fajspecifikus giimokor diagnosz- 
tikumok. kulonosen a szarvasmarhak gumokoros 
fertczottsegenek specif ikus kimutatasara alkal- 
mas diagnosztikai keszitmeny eloallitasara vo~ 
natkozik. 

Az ember es a ku Ion Tele all a if a j ok gumokoros 
(fcuberkulozisos) megbetegedesenek felismeresere 
viiagszerte a tuberkulinos borproba kiilonfele 
valtozatait alkalmazzak. Kozegeszsegugyi es al- 
lattenyesztesi szempontbcl kulonos fornossaggal 
bfr a szarvasmarhak gumokoros fertozottsege- 
nek idejekoran es egyertelmu bizonyossaggal 
valo felismerese. mert ez lehetove teszi a szar- 
vasmarha-ailomanyoknak a gumokortoi valo 
mentesfteset a fellepo fertozesek rendszeres fel- 
ismerese es a fertozott ailatok elkiilonit^e ut- 
jan. 

Szarvasmarhakcn a Mycobacterium bo vis 
okozza a giimokor t. a mentesitesi akcio ezert e 
korokozo ellen iranyul. A jelenleg viiagszerte 
hasznalt tuberkulin azonban pozitiv reakciot ad 
nem csak a M. bovissak de egyeb, a szarvasmar- 
hara nem korokozo. de a termeszetben szeles- 
korben elterjedt mycobacteriumfelesegekkel fer- 
tozott allatokban is. Ilyen un. pa rail erg ids reak- 
ciojuk miatt sok olyan szarvasmarha is kiselej- 
tezesre kerul, amelysk nem fertozottek a M. bo- 
vis -szal. Az ilyen nem-specifikus reakciok az 
emberi giimokor korjelzeseben is zavarolag hat- 
nak. 
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A szarvasmarha -ailomanyok gumokortoi valo 
mentesitese tobb orszagban mar evttzedekkel ez- 
elott megkezdodolt es sok orszagban mar felsza- 
moltak a M.-bovis ckozta szarvasmarhagiimo- 

5 kort. Regota feiismertek a parallergic reakciok 
zava.ro hatasat es torekedtek specifikusabb ha- 
tasii tuberkulin-keszitmeny eloallitasara. Mint- 
hogy az eddigi kutatasok kovetkezetesen a 
mycobacteriumok feherje (protein) lermeszetu 

1C anyagaiban kereslek a specif ikus haiasu aller- 
geneket a parallergias reakciok kikuszobolesere 
megkisereltek a tubsrkuiin-feherjek kemiai tisz- 
ulasat es un. PPD (purified protein derivative) 
tuberkulinokat allitottak elo. Kiserletek folytak 

15 a tuberkulo-proteinek frakcionalasara is. de az 
igy nyert keszi'tmenyek sem tettek lehetove a 
gumokorral es mas mycobactenumckkal ferto- 
zott egyedek elkuloniteset. Az un. szimultan tu- 
berkulinprotia, amikor emlos- es madartuberku- 

2o linnal parhuzamosan vegzik a prcbat a paral- 
lergias reakciok elkulonitesere szinten csak resz- 
ben valt be. 

Talalmanyunk azon az uj felismeresunkon 
25 alapul, hogy a kiilonfele Mycobacterium-fajok 
okoz'a fertozottseg specif ikus kimutatasara nem 
a mycobacteriumok feherje-frakcioja. ha nem az 
e bakteriumok feherjeinek egyikehez kotott po- 
Hszaccharid-frakcio alkalmas. A myeobacteriu- 
35 mok mindegyike tobb lipoid-, feherje- es poli- 
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szaeeharid-termeszetu anyagot tartalmaz. Ezek 
koziil egyes kozos poliszaceharid-frakcioinak tu- 
la jdonithatok azok az un. parallergias reakciok, 
amelyek folytan nem crak a homolog, de mas 
Mycobacterium-fajok'kal fertozott allatok is po- 
zitfv reakciot adnak, pi. a M. bovisbol keszuli 
tuberkulin befecskendezesere. am sly mindezekel 
az anyagokat tartalmazza. 

Ha viszont a kulonfsle Mycobacterium-fajok 
tenyeszeteibol ill. azok kivonatabcl a jelenievo 
tobbfele ieherje-poliszacchand komplexet elku- 
lonltjuk egymastol es az igy nyert frakciokban 
a feherjet elvalasztjuk es eltavolitjuk a poli- 
szaccharid mellol, akkor — amint ez iranyu ku- 
tatcmunkank soran felismertiik — talalunk egy 
olyan lenyegileg egyseges poliszaccharid frak- 
ciot. amely specifikusan csak a homolog Myco- 
bacterium-fajjal fertozott egyedeken ad pozitiv 
reakciot. 

Az egyes Mycobac-enum-tenyeszetekbol ki- 
nyert "feherjepoliszaccharid komplexek frakcio- 
nalas utjan torteno szetvalasztasara azert van 
szukseg. mert az egyes fajok tiszta tenyeszetebol 
kinyerheto antigen anyag sem egyseges. nan em 
tobbfele feherjet tartalmaz es ezek mindegyike- 
hez masfajta poliszaccharid kapcsolodhat, e poli- 
szaccharidok koziil altalaban azonban csak az 
egyik ad biztosan fajspecifikus reakciot Az. 
hogy melyik jelenievo feherjehez van a keresett 
f a j sp e ci f i k u s po 1 is za cch a r i d k 6 1 ve . ug y a n cs a k 
jeliemzo az egyss Mycobacterium-fajokra, tehat 
ennek egyszevl megaUapitasa utan mar minden 
esetben ugyanazv a jeliemzo tulajdonsagokat 
mutato es e jellernzo tulajdonsagok alapjan el- 
kulomtheto frakciot kell csupan kinyerni a ld- 
vant fajspecifikus antigen eldaiiitasn celjaboL 

E felismeresunk meroben uj. 'minthogy eddig 
meg az sem volt isrneretes. hogy a mycobacte- 
riumok feherjementes poliszaccharid-antigenjei 
egyaltalan alkalmasak diagnosztikai reakciok le- 
folytatasara, meg kevesbe lehetett tehat ismere- 
tes az. hogy az allergen anyag frakoionalasa 
es vs I amely frakcicbcl nyert fshevje-poliszaccha- 
nd komplex feherje-reszsnek eHavoHlasa utjan 
olyan poliszaccharid-keszilmenyhsz juthMunk, 
amely specifikusan alkalmas a kiilonfele Myco- 
bacterium-fajckkal valo ferlozottseg egyertelmu 
felismeresere. 

A fajspecifikus tuberkulo-poliszaccharid elku- 
lonitesen alapulo talalmanyun.k e rtel meben te- 
hat a kulenfeie Mycobacteriumfaiokkal valo 
fertozottseg msgallapitasara alkalmas fajspecifi- 
kus diagnosztikai keszitmeny eloallftasa oly mo- 
don tcrtenik. hogy a megfeleio Mycobacterium- 
torzs tenyeszetebol a szokasos modon keszitett 
ki vonatbol zsivoldcszevrel eltavolitjuk a kavaro 
lipoidokat. maid megfeleio frakcionalasi ena- 
rassal sz^tvalasziiuk a jelenievo kiilonbozo fe- 
herje-poliszaecharid komplexeket es ezek koziil 
abboL amely nek poliszacehand-resze a kivanf 
fajspecifikus reakciot adja. a feherje-poli- 
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szaccharid kotes megbontasa utan. a puliszaccha- 
irid-reszt elkulonftjuk. ' 

Az egyes Mycobacterium-tenyeszetekben je- 
lenievo kiilonbozo feherje-poli szaccharid komp- 
lexek szetvalasztasa celszei'ucn a fehcrjok izc- 
elektromos pontjanak kulonbozosege aiapjan, 
elektroforezissel vagy az egyes frakcicknak az 
izoelektromos pontjan torteno frakcionalf .kicsa- 
p'dsaval f oly tat ha to le. Az egyes Mycobacterium- 
fajok tiszta tenyeszete minden esetben; ugyan- 
azokat a jeliemzo feherje-pcliszaccharid frakcio- 
kat tartalmazza es igy minden Mycobacterium- 
faj eseteben egyszer s rnindenkorra megallapit- 
hato, hogy mi az elektroforezissel szetvalasztha- 
td frakciok izoelektromos pontja es melyik az a 
frakcio, amely a kivant fajspecifikus tuberkulo- 
poliszaccharidot" tartalmazza. r - 

Igy a Mycobacterium bo vis ienyeszerekbol 
nyert kivonat feherjefrakcioit a kovetkezo erte-, 
kek jellemzik: 



a frakcio jele 

A 

B 
C 
D 



izoelektromos pontja 
6,8 

3.5 
9.3 



; : C A My'cobaclerium. avium tenyeszecek feherje- 
frakcioinak izoelektromos pontja: 



a 
b 
c 



6 : 6 
4.2 



Vizsgalataink szerinr e frakciok kozul a M. 
bo vis eseliben a !: B" frakcio, a M, avium e:s?te- 
ben pedig a v b ;t frakcio tartalmazza a faispeci- 
fikus tuberkulin- (es szerologiai) reakciol ado 
poliszaccharidot es igy ezt a frakciot kell a faj- 
specifikus diagnosztikai keszitmeny eloallitasa 
eeljabel elektroforezissel vagy az izoelektromos 
pontokon torteno frakciondlt kicsapassal elkiilo- 
niteni es abbol a feherje-resz eltavontasa utan a 
tiszta poliszaccharid-reszt kinyerni.. 

Hasonlo modon. a t^nyeszet lipoidoktol men- 
tcsitcit kivonatanak elektroforezissel valo frak- 
cionalasa e:; az egyes frakclokbol elkiiloniiett 
polir-zacehartd-resz vizsgalata utian bannely 
mas Mycobacterium -fa i eseteben is meghataroz- 
hato a fajspecifikus reakciot ado poliszeiccharid. 
amelyet azutan a fent megadott modon kulonlt- 
hetunk o\ a fajspecifikus diagnosziikai rc^gens 
eloallitasa cMjaboi. 

A talalmany szcrinti eljarassai. a fent leirt 
modon a kiilonfele Mycobacterium-fajok. pi. M. 
bovis vagy M. avium tenyeszeteibol nyert poli- 
szaccharid-frakciok im mu nk em iai lag egysegesek 
es sem szerolcgiai, sem. allerglas probakban nem 
adnakkereiztreakciot. A kfvant frakcio elkuloni- 
tesees a feherje-resz eitavolitasa utan vizes oldat- 
ban kapotr poliszaccharid elk u 1 on iiese onmaga- 
ban ismert mod^zerekkek pi. az oldat g^Ifikraias 
oldat pH-erteket 7.2-re allitjuk. 
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vagy ioncsere utjan valo somentesltese es be- 
parlas, vagy pedig a poliszaccharid kicsapasara" 
alkalmas vizzel elegyedo szerves oldoszer, pi. 
etanol hozzaadasaval valo kicsapas utjan torten- 
het. Ez utobbi rnodszer altsiaban elonyosebb, 
mert *az fgy szaraz per alakjaban kapott poli- 
szaccharid jol eltarthato, konnyen standardizal- 
hato es pontosan' merheto, ami a szerologiai 
vagy -allergias diagnosztika: keszitmenyek elo- 
allitasat megkonnyiti. A szerologiai keszitme- • 
nyekriek vagy-diagncsztikai reagenseknek az igy 
elkulonitett es kipreparait poliszaccharid-frak- 
ciobol valo eloallitasa a szokasos modon, a szak- 
maban jol ismeri mcdszerskkel torlenheL 

A talaimany szerin-ti eljaras gyakorlati kivi- 
feli modjait kozclebhro] az alabbi peldak sz-ein- 
leHetik. 

1. pelda 

Mycobacterium bovis szintetrkus taptalajon a 
szokasos modon szaporitott 6 hetes tenyeszeiet 
autoklavban 112 C°-on eloljiik, majd Buchner- 
tolcseren szurjuk es a szurle-ie't vizfurdon ere- 
deti terfogatanak mintegy VV~ere betomenyit- 
juk. Ezutan a betomenyitett sziirletet a jeienlevo 
Hpoidok eltavuliiasa celjaboi petroleisrrel vagy 
m as zs i ro ! doszerrel k i razzuk . 

Az igy kapott lipoicoktd! nitrites vizes olda- 
tot eiektroforezises szitvalasztasnak vetjiik a.la. 
A kozepfeszultsegu papirelektroforezisr Schlei- 
cher — SchuII vagy Whatman szuropapiron, 
1300—1500 V fe-szultseg es 40 mA aramerosseg 
aikalmazasavaL 4 : 2 pH-erteku ecetsavas piridin 
pufferrei folytavjuk le. Az egyes frakdok izo- 
elektrcmcs ponqat es eiektroforezises mohiiita- 
sat az alabbi tablazat mutatja : 
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Frakcio 

A 
B 
C 
D 



izoele'k-romos 
pont 

6.3 

S.3 



mobiiitas-ertek 

— 0 : 30 
—0,20 



A fajspecifikus tuberkulo-poliszaccharidot 
tartalmazo f .B" frakciot a papirrol 1.2 pH-erteku 
foszfat-pufferre! elualjuk, az oldatot '/io terfogat- 
ra beparoijuk, majd pH-erteket az izosleklro- 
mos ponlnak niegfelelo 9.6-ra aliitjuk be nat- 
riumhidroxidoldat segitseg^vel. Az oldatot ez- 
utan +4 C° homersekleten 6 6ra hosszat allni 
hagyjuk. E pK-erteken vegbemegy a feherje-po- 
liszaccharid kotes hidrolizise es a feherje csapa- 
dek alakjaban kivalik az oldatboi. A csapadekot 
azutan centrit'ugalassa! eltavoh'tjuk es a fajspe- 
c i f ik u 5 poli sza ccha r i d h a 1 6 a n y a g o t 1 a rt a 1 m a z 6 
old at pH-ertekei 7.2-re aUitjuk." 

Az oldatboi a poliszaecharidot utszords ler.fo- 
gatu absz. alkchol hozzaadasaval kicsapjak vagy 
az oldatot Scphadex G 25 gelt tarlaimazo oszlo- 
pon sonicntesitjuk. Az oszloprol 7.2 pH-erteken 



eluait tiszta poliszaccharid-frakcict beparlassal 
koncentraljuk. 

A kapott tiszta poliszaccharid a M. bovis fer-. 
ior^es fajspecifikus diagnoszti-kuma, amely mas 
Myeobacterium-fajjal fertozott allaton nem ad 
pozitiv tuberkulin- (ill, szerologiai) reakciot. A 
tiszta poliszaccharid legkisebb hatasos adagjat 
fertozott tengerimalacok vagy nyulak boren a 
szokasos modon titraljuk es ennek alapjan ke- 
szitjuk el onmagaban ismert modon a diagnosz- 
tikai reagenst. 

2. pelda 

Az 1. peldaban leirthoz hasonlo modon jarunk 
el, de kiinduloanyagkent a Mycobacterium 
avium szintetikus taptalajon szaporitott 4 hetes 
tenyeszetet alkalmazzuk, A leirt modon lafoly- 
tatott papirelektroforezis soran az alabbi frak- 
ciokat kapjuk: 



Frakcic 

a 
b 

c 



izoelektromos 
pont 

6 ; 6 

9,0 * 
4 ; 2 



mabiliias-ertek 

0.00 

—0,28 
—0.84 



A fajspecifikus tuberkulo-poliszaccharidot 
tartalmazo I( b v frakciot a papirroi 7,2 pH-erteku 

v 0 foszfat-pufferral eluaijuk, az oldatot l / u , terfo- 
gatra beparaljuk, majd pH-erteket a frakcio izo- 
elektromos pontjanak megfeleld 9 f 0-ra aliitjuk 
be. A tovabbi-akban az I. peldaban iefrt modon 
eljarva, a Mycobacterium avium altali fertozes 

^ 5 kimu-tatasara. alkalmas fajspecifikus diagnoszli- 
kai reagenst kapunk. 

3. pelda 

40 A Mycobacterium bovis vagy M. avium 4 he- 
tes Sautontenyeszetst hovel, -autokiavban el- 
oljuk, majd a bakterium-testeket centrifugaias- 
sal elkulonitjuk es az igy kapott bakterium-ule- 
dekbol a lipoidokat zsfrolddszerrel kivonjuk. A 

45 bakterium-uledekbol a lipoidokat zsiroldoszerrel 
kivonjuk. A bakterium-uledekhcz e c^lbol eter 
es etanol 1:3 aranyu elegyet adjuk ? vizfurdon az 
oldcszerelegy forrpontjaig melegitjuk. maid az 
oldoszert dekantaljuk es friss oldoszereleggyel 

50 helyettesitjuk. Tobbszori felrazas mellett szoba- 
homersekleten 43 era hosszat allni hagyjuk.. 
ekozben az oldoszert meg egyszer cseraljuk. Ez- 
utan az oldcszerelegyet ismet dekanialjuk. a 
bakterium-uledskhez 1C resz izopropiialkoholt 

55 adunk es 2 napig 37 Cr homersekleten allni 
hagyjuk. Az oldoszer eltavolitasa utan a bakte- 
i-iumtomeghez mintegy tizszeres mennyisegu 
31/20 sosavoldatot adunk es 100 C° homersekleten 
50—60 percig hidrolizaljuk az anyagot. Ezutan 

ho a nem oldodott reszi cenirifugalassai elkulonit- 
juk es az cidaibol az egyes feherje-frakciokat az 
1. ill. 2. peldaban megadott izoelektromos pon- 
toknak megfelc'o. pH-ei ,f .ekek novekvo sorrsnd- 
ben valo beallitasaval egymas utan kicsapjuk es 

G 5 elkulonitjuk:. 
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Mycobacterium bovis eseteben a J; B V frakciot, 
M. avium "eseteben pedig a „b* ? frakciot az 1. 
peldaban leirt modon dolgozzuk fel tovabb. 



Szabadalmi igenypontok : 



1. Eljaras fajspecifikus hatasu gumokor diag- 
nosztikum eloallitasara Mycobacterium torzsek. 
eld ny os en Mycobacterium bovis vagy M. avium 
elolt tenyeszefcenek a lipoidoktol zsiroldoszerrel 
mentesitett 'kivonatabol vagy centrifugalt ule- 
dekebol, 'azzal jeliemezve, hogy a tenyeszet beto- 
menyitett szurietebol vagy a bakterium-uledek 
savas hidrolizissel nyert kivonatabol . az egyes 
feherje-poliszaccharid komplexeket elektrofore- 
zissel vagy iaz egyes frakciok izoelektromos 
pontjanak megfelelo pH-ertekre valo beallitasa- 
val szetvalasztjuk es a kivant fajspecifikus tu- 
berkulin- (ill szerologiai) reakeiot ado poli- 
szaccharid-reszt -tarta'imazo frakcioboi a feher- 
jet a feherje-poliszaccharid kotes elbontasaval 
eltavolitjuk, majd a tiszta fajspecifikus poli- 
szaccharidot kicsapassal vagy gel-filtralassal el- 
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kuldnitjuk es diagnosztikai r-eagensse dolgozzuk = 

fel - i 

2. Az 1. igenypont szerinti eljaras kivitelf 
modja, azzal jeliemezve, hogy Mycobacterium s 

5 bovis tenyeszeia alkalmazzuk kiinduloanyag- 
kent es a 9 : 6 izoelelUromos pontu frakciot kulo- 
nitjuk el. 

3. Az 1. igenypont szerinti eljaras kiviteli 
10 modja, azzal jeliemezve, hogy Mycobacterium 

avium tenyeszetet 'alkalmazzuk kiinduloahyag- _ 
kent es a 9,0 izoelektromos pontu fra-kciot kuld- 
nitjuk el. 

15 4. Az elozo igenypontok barmelyike szerinti 
eljaras kiviteli modja, azzal jeliemezve. hogy a 
feherje el-tavolitasa utan a poliszaccharidot a be- 
parolt oldat a Ik oh oil al valo elegyi't&se utjan 
csapjuk ki. 

20 

5. Az elozo igenypontok barmelyike szerinti 
eljaras kiviteli modja, azzal jeliemezve, hogy az 
eloalh'tott tuberkulc-poliszaccharidot allergias 
(tuberkulin) vagy szerologiai. diagnosztikai ke- 
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A kiadasert felel: a KiSzgazdasfigi es Jogi Konyvkiado igazgatoja. 
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